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(57) Abstract 

The invention relates to the use of one or several immunosuppressors to produce a medicament to enhance transgenic eel! tolerance 
in mammals. The invention also relates to a method for identifying immunosuppressors which are suitable therefor. The use of 
said medicaments enables the production of transgenic expression products to be substantially extended even after discontinuation of 
immunosuppressive treatment. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erflndung betrifft die Verwendung eines oder mehrerer Immunsuppressiva zur Herstellung eines Arzneimittels, urn die Toleranz 
eines Saugetiers gegenllber transgenen Zellen zu erhohen, sowie ein Verfahren zum Identifizieren hierfur geeigneter Immunsuppressiva. 
Durch den Einsatz derartiger Arzneimittel wird die Produktion des transgenen Expressionsproduktes auch nach Absetzen der immunsup- 
pressiven Behandlung deutlich verlangert. 
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Verlangerung der Expression von transgenen Proteinen durch immunmodulierende 
Behandlung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung eines Oder mehrerer Immunsuppressiva zur 
Herstellung eines Arzneimittels, um die Toleranz eines Saugetiers gegenuber 
transgenen Zellen zu erhohen, sowie ein Verfahren zum Identifizieren hierfur 
geeigneter Immunsuppressiva. Durch den Einsatz derartiger Arzneimittel wird die 
Produktion des transgenen Expressionsproduktes auch nach Absetzen der 
immunsuppressiven Behandlung deutlich verlangert. 

Es ist bekannt, daft die Einschleusung von genetischem Material in Zellen eines 
Saugetiers, eines Menschen oder auch diverser Tiere wie Pferde, Schafe, Kuhe, 
Ziegen, Schweine, Hunde, Mause oder Ratten, in vivo haufig eine immunologische 
Reaktion hervorruft. So werden die transgenen Zellen beispielsweise durch 
zytotoxische Immunzellen abgetotet und damit durch diese zellulare Immunreaktion 
die uber das eingeschleuste genetische Material bewirkte Expression eines oder 
mehrerer Proteine oder Peptide beendet. Eine humorale Immunreaktion wiederum 
erschwert oder verhindert die erneute Einschleusung des genetischen Materials, 
z.B. durch die Neutralisation der Vektoren mittels spezifischer Antikorper (Tripathy 
S.K. et aL, nat. Med:2(5), 1996, Seiten 545-550; Jang J. et al., Gene Ther. 3(2): 
1996, Seiten 137-144). 

Um eine unerwunschte Immunreaktion bei einer transgene Zellen erzeugenden 
Gentherapie zu unterdrucken oder zu verhindern, wurden daher immunsuppressiv 
wirkende Substanzen im Rahmen einer Begleittherapie eingesetzt. Als nachteilig 
erwiesen sich jedoch die zum Teil damit verbundenen unangenehmen 
Nebenwirkungen sowie die erhohte Infektanfalligkeit von immunsupprimierten 
Organismen, die einer langeren Gabe von Immunsuppressiva entgegenstehen 
(Lochmuller et al. Gene Ther 3(8), 1996, Seiten 706-716). 

In WO 96/12406 wurde beschrieben, daft durch eine immunsuppressive 
Begleittherapie die humorale Immunantwort gegen einen Adenovirus-Vektor 
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Immunsuppressiva sind Substanzen, die in der Lage sind, immunologische 
Reaktionen zu unterdrucken oder abzuschwachen. Sie werden vor allem in der 
Transplantationsmedizin und zur Behandlung von Autoimmunkrankheiten 
verwendet. Geeignete Immunsuppressiva sind beispielsweise N-(4- 
Trifluormethylphenyl-5-methyl-isoxazol-4-carboxamid (Lefiunomid), DSG, Anti-T- 
Zell-Antikorper, Corticosteoride, Azathioprin, Cyclophosphamid oder Methotrexat 
Die chemische Struktur des Immunsuppressivums ist - vom allgemeinen 
Erfindungsgedanken gesehen - unerheblich, da das entscheidende Merkmal in 
seiner Wirkung begrundet ist, die Toleranz gegenuber transgenen Zellen zu 
erhohen. 

Als Toleranz gegenuber transgenen Zellen wird verstanden, daft die transgenen 
Zellen nach Beendigung der erfindungsgemafJen immunsuppressiven 
Begleittherapie langer in der Lage sind, die transgenen Expressionsprodukte in vivo 
herzustellen als sie es in Saugetieren einer nicht immunsuppremierten 
Kontrollgruppe vermogen. 

Transgene Zellen sind Zellen jeglicher Art, also tierische, pflanzliche oder 
bakterielle Zellen, bevorzugt Zellen von Saugetieren, ganz besonders bevorzugt 
menschliche Zellen, in die genetisches Material eingeschleust worden ist. 

Unerheblich ist fur den allgemeinen Erfindungsgedanken das mit der Herstellung 
der transgenen Zellen verbundene Ziel, beispielsweise eine gentherapeutische 
Behandlung oder aber die Nutzung eines Tieres mit transgenen Zellen als 
Wirkstoffproduzent. Des weiteren ist auch weder das Herstellverfahren der 
transgenen Zellen noch das genetische Material per se fur die Erfindung von 
ausschlaggebender Bedeutung. Das eingeschleuste genetische Material kann 
beispielsweise aus einer oder mehreren Desoxyribonukleinsaure- und/oder 
Ribonukleinsaureketten bestehen. Die Nukleinsaureketten konnen Promotoren, 
diverse andere genregulatorische Steuerungsfunktionen, Sequenzen fur einen 
spezifischen Einbau ins zellulare Genom und/oder Gensequenzen enthalten, die fur 
spezifische Proteine oder Peptide kodieren. Das eingeschleuste genetische Material 
kann gegenuber dem zellularen Genom artfremd oder artgleich sein oder sogar vom 
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Arzneimittels Oder der Arzneimittelkombination vor, wahrend und/oder nach der 
Applikation der in vitro erzeugten transgenen Zellen oder deren Erzeugung in vivo. 
Ebenso umfafit wird die erfindungsgemafie Verwendung zur Unterstutzung einer 
transgene Zellen erzeugenden gentherapeutischen Behandlung. 

Bei der zu unterstutzenden gentherapeutischen Behandlung wird in vitro oder in 
vivo genetisches Material in Form von einer oder mehreren Nukleinsaureketten in 
Zellen eingeschleust. Dies erfolgt beispielsweise mit Hilfe viraler Vektoren, wie 
Adenoviren, Retroviren oder Herpesviren, oder anderen Methoden, beispielsweise 
uber Transfektion, durch direkte Injektion, per "Gene gun", oder mit Hilfe von 
Liposomen, Virosomen oder Rezeptor-vermittelten Transportsystemen. 

Mit der zu unterstutzenden Gentherapie kdnnen Erkrankungen behandelt wefden, 
bei denen ein Protein oder Peptid nicht, unzureichend oder nur fehlerhaft im Korper 
des Saugetiers hergestellt wird, aber sie findet auch Anwendung, um einen 
Impfschutz gegen diverse Krankheitserreger oder gegen entartete korpereigene 
Zellen zu erzeugen sowie fur die Herstellung nicht-naturlicher Proteine oder Peptide 
in Kdrperzellen, die Aktivitaten von Enzym- oder Signalkaskaden fdrdernd oder 
inhibierend beeinflussen oder fur die Herstellung von Enzymen, die spezifische 
Prodrugs aktivieren. So kann die zu unterstutzende Gentherapie eingesetzt werden 
zur Behandlung von angeborenen Erkrankungen wie der zystischen Fibrose, der 
Hamophilie, der familiaren Hypercholesterinamie, der Sichelzellenanamie, der 
Phenylketonurie; von Stoffwechselstorungen, wie Diabetes; von Entzundungen; von 
Nerven- und Hirnerkrankungen wie Parkinson, Alzheimer oder Jakop-Kreuzfeld- 
Syndrom von rheumatischen Erkrankungen, Osteoathritis, Osteopdrose Oder 
Arthrose, von Krebserkrankungen; von Infektionserkrankungen wie z.B. AIDS oder 
Hepatitis Oder von Hormon- und Wachstumsstorungen. Die Erzeugung eines 
Impfschutzes gegen Krankheitserreger wie Viren, Bakterien, Pilze, ein- und 
mehrzellige Parasiten sowie gegen entartete korpereigene Zellen, beispielsweise 
Tumorzellen ist ein weiterer zu unterstutzender gentherapeutischer Einsatzbereich. 

Die Erfindung beinhaltet weiterhin ein Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels 
oder einer Arzneimittelkombination, um die Toleranz eines Saugetiers gegenuber 
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d) (C 2 -C 6 )-Alkinyl, steht, 
R 2 fur a) -CF 3 , 

b) -O-CF3, 

c) -S-CF 3 , 

d) -OH, 

e) -N0 2 , 

f) Halogen, 

g) Benzyl, 

h) Phenyl, 

i) -O-Phenyl, 
k) -CN Oder 

I) -O-Phenyl, ein Oder mehrfach substituiert mit 

1) (C r C 4 )-Alkyl, 

2) Halogen, 

3) -0-CF 3 oder 

4) -O-CH3, steht, • 
R 3 fura) (C^C^-Alkyl, 

b) Halogen, oder 

c) ein Wasserstoffatom steht, und 
X fur a) eine -CH-Gruppe oder 

b) ein Stickstoffatom, steht 
zur Herstellung des Arzneimittels oder der Arzneimittelkombination allein oder in 
Kombination auch mit anderen pharmakologisch wirksamen Substanzen, 
insbesondere anderen Immunsuppressiva. 

Bevorzugt ist eine Verbindung der Formel I und/oder II und/oder eine 
gegebenenfalls stereoisomere Form der Verbindung der Formel I oder II und/oder 
ein Salz der Verbindung der Formel I, wobei 
R 1 fur a) Methyl, 

b) Cyclopropyl oder 

c) (C 3 -C 5 )-Alkinyl steht, 
R 2 fur -CF 3 oder -CN steht, 

R fur Wasserstoffatom oder Methyl steht, und 
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immunsuppressiven Behandlung einmal Oder mehrmals gemessen wird, in Bezug 
zur Menge an transgenem Expressionsprodukt, die von nicht immunsuppremierten 
Saugetieren einer entsprechenden Kontrollgruppe erzeugt wurde, in Beziehung 
gesetzt wird und als Auswahlkriterium ein Mengenfaktor (= Menge an von der 
immunsuppremierten Tiergruppe erzeugten transgenen Expressionsprodukt / 
Menge an von der nichtimmunsuppremierten Kontrolltiergruppe erzeugten 
transgenen Expressionsprodukt; jeweils bezogen auf einen vergleichbaren 
zeitlichen Bezugspunkt) beispielsweise von mehr als 1,5, oder grofier als 2, 
bevorzugt grofter als 5, ganz besonders bevorzugt grower als 10, eingesetzt wird. 
Der Nachweis des exprimierten transgenen Produktes muft nicht erst ab dem 
20. Tag nach Absetzen der immunsuppressiven Behandlung erfolgen. Eine 
kontinuierliche Verfolgung der Expressionsrate des transgenen Produktes, 
beispielsweise ab dem Zeitpunkt der Erzeugung der transgenen Zellen, ab dem 1 
Tag nach Absetzen der immunsuppressiven Behandlung oder ab dem 10. Tag nach 
Absetzen der immunsuppressiven Behandlung, sind im Sinne der Erfindung 
durchaus moglich. 

Die folgenden Beispiele dienen der Erlauterung der Erfindung. Sie sind nicht als 
Einschrankung irgendeiner Art zu verstehen. 

Beispiel 1: 

Cyclosporin A (50 - 100 mg/kg/Tag) und DSG (10 mg/kg/Tag) wurde den Mausen 
uber einen Zeitraum von 21 Tagen nach Gabe eines rekombinanten Adenovirus 
(Reportergen fi-Galactosidase; Bett et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91 (1994), 
Seiten 8802-8806) verabreicht. 

Die Kontrollgruppe erreicht ein Maximum der Reportergenexpression in der Leber 
am 6. Tag, danach wird die Expression durch die Aktivitat zytotoxischer T-Zellen 
kontinuierlich abgebaut und erreicht nach etwa 21 Tagen Ausgangsniveau. 

Sowohl in der Cyclosporin A-, als auch in der DSG-Gruppe halt die Expression uber 
den Behandlungszeitraum von 21 Tagen unvermindert an. 



BNSOOCtO: <WO_p64233aA1JL^ 



WO 98/42338 



PCT/EP98/01438 



1 1 

3. Gruppe: Cyclosporin A -Gruppe - Application von 20 mg/kg/Tag i.p. beginnend 
1 Tag vor Virusgabe und danach fur eine Dauer von 5 Tagen. 

4. Gruppe: DSG-Gruppe - Application von 10 mg/kg/Tag i.p. beginnend 1 Tag vor 
Virusgabe und danach fur die Dauer von 5 Tagen. 

5. Gruppe: DSG ++ - Gruppe - Application von 10 mg/kg/Tag i.p. beginnend 1 Tag 
vor Virusgabe und danach fur die Dauer von funf Tagen taglich und anschlieftend 
zweimal wochentlich fur die Dauer von 150 Tagen. 

NMRI-Mause wurden verwendet, da diese Mause durch ihre genetische 
Heterogenitat ein immunologisches Reaktionsmuster entwickeln, das dem einer 
humanen Population naher kommt als reine Inzuchtstamme, der Preis ist eine 
erhohte Variability in der Immunologischen Reaktionsfahigkeit. Trotzdem bilden die 
einzelnen Gruppen signifikante Reaktionsmuster aus. 

Tabelle 1 zeigt die Mittelwerte des Serumspiegels von humanen 
a 1 -Antitrypsin. 



Tabelle 1 
Tage 



5 
10 



60 
100 
150 
200 



FK506 



1 725000 
1278750 



4258 
313 



1,5 
1,5 



Cyclosporin A 



1518750 
660000 



23875 
1876 



8 

1.5 



Kontrolle 



1453750 
616250 




1055000 
117812 
37625 
12475 
2425 
1797 



DSG 



2775000 
1 560000 



1 826250 
1001250 
213500 
51750 
13125 
10625 



DSG++ 



2775000 
677500 



1 1 78750 
1082500 
297500 
68750 
17125 
14350 
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Patentanspruche: 

1. Verwendung eines Immunsuppressivums oder einer Kombination mehrerer 
Immunsuppressiva zur Herstellung eines Arzneimittels oder einer 
Arzneimittelkombination zur Erhohung der Toleranz eines Saugetiers, 
insbesondere des Menschen, gegenuber transgenen Zellen, wobei die 
Verbindungen Cyclosporin A und FK 506 alleine eingesetzt ausgenommen 
sind. 

2. Verwendung nach Anspruch 1 , wobei primar die zellulare Immunreaktion 
gegen die transgenen Zellen inhibiert wird. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, wobei 15 Tage nach Absetzen dieses 
Arzneimittels oder dieser Arzneimittelkombination in den behandelten 
Saugetieren mehr als das 1,5 fache, bevorzugt mehr als doppelte, ganz 
besonders bevorzugt mehr als das Sfache an transgenem 
Expressionsprodukt erzeugt wird wie in Saugetieren einer nicht 
immunsuppremierten Kontrollgruppe. 

4. Verwendung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3 t dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Arzneimittel oder die Arzneimittelkombination vor, 
wahrend und/oder nach der Appiikation der in vitro erzeugten transgenen 
Zellen oder der in vivo-Erzeugung der transgenen Zellen verabreicht wird. 

5. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei die transgenen Zellen 
im Rahmen einer gentherapeutischen Behandlung erzeugt werden. 

6. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daft die 
gentherapeutische Behandlung eingesetzt wird zur Behandlung aller 
Erkrankungen, bei denen ein Protein oder Peptid nicht, unzureichend oder 
nur fehlerhaft im Korper des Saugetiers, insbesondere des Menschen, 
hergestellt wird. 
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und/oder eine gegebenenfalls stereoisomere Form der Verbindung der 
Formel I Oder II und/oder ein physiologisch vertragliches Salz der Verbindung 
der Formel I, wobei 
R 1 fur a) (C 1 -C 4 )-Alkyl, 

b) (C 3 -C 5 )-Cycloalkyl, 

c) (C 2 -C 6 )-Alkenyl oder 

d) (C 2 -C 6 )-Alkinyl, steht, 
R 2 fur a) -CF 3 , 

b) -0-CF 3 , 

c) -S-CF 3 , 

d) -OH, 

e) -N0 2 . 

f) Halogen, 

g) Benzyl, 

h) Phenyl, 

i) -O-Phenyl, 
k) -CN oder 

I) -O-Phenyl, ein oder mehrfach substituiert mit 

1) (C r C 4 )-Alkyl, 

2) Halogen, 

3) -O-CF3 oder 

4) -O-CH3, steht, 
R 3 fura) (C r C 4 )-Alkyl, 

b) Halogen, oder 

c) ein Wasserstoffatom steht, und 
X fur a) eine -CH-Gruppe oder 

b) ein Stickstoffatom, steht 
zur Herstellung des Arzneimittels oder der Arzneimittelkombination allein 
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bevorzugt nach dem 20., besonders bevorzugt nach dem 30. Tag, ganz 
besonders bevorzugt nach dem 50. Tag nach Absetzen des 
Immunsuppressivums herangezogen wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 13 Oder 14, dadurch gekennzeichnet, daft der 

Mengenfaktor grofter als 1,5, bevorzugt grafter als 2, besonders bevorzugt 
grofter als 5, ganz besonders bevorzugt grafter als 10 ist. 
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